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研究成果の概要（和文）： 
 本研究ではクロマチン構造変換にかかわる RNA 分子の同定を目的として研究を進めた。核
小体タンパク質 Nucleophosmin/B23 のヒストンシャペロン活性に影響を及ぼす RNA 分子の
機能について検討を行った。B23 は核小体クロマチン制御において、RNA との複合体形成が
重要であることを明らかにした。B23 の RNA 結合特異性を決定する分子基盤についても明ら
かになった。さらに B23 とともに働く RNA 分子の同定を進め、いくつかの候補 RNA が同定
された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The aim of this study was to identify RNA molecules involved in chromatin 
regulation by focusing on RNA-binding histone chaperone Nucleophosmin/B23.  We 
found that B23 was recruited to the rRNA gene loci by using its RNA binding activity.  
In addition, we clarified the molecular mechanism by which B23 binds to specific RNA 
target.  Furthermore, we identified RNA molecules specifically bound by B23 in vivo.  
This study will contribute to understand the regulation mechanism of chromatin 
structure. 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報の担い手であるゲノム DNAはク
ロマチン構造を形成する事によって、非常
にコンパクトに細胞核に収納される。DNA
を鋳型とするあらゆる反応において、クロ
マチン構造の変換は重要な制御段階である。
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をモデル鋳型とした試験管内反応系を用い
て、RNA-タンパク質複合体を同定した。こ
の複合体には核小体ヒストンシャペロン
B23と NPM3および未知の RNA分子が含まれ
ることが明らかになっている。これまでに
クロマチン構造変換にかかわる様々な因子
が同定されているが、クロマチン構造制御
にかかわる RNA分子の機能はまったく明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、クロマチン構造変換にかか
わる RNA分子の実体を明らかにし、その機
能を解明することによって、新規のクロマ
チン構造変換機構を解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、核小体タンパク質
Nucleophosmin/B23 に着目して研究を進めた。 
HeLa細胞、U2OS細胞、293T 細胞など、ヒト
由来のがん細胞株を使用し、細胞生物学的な
実験を行った。B23 とクロマチンとの相互作
用はクロマチン免疫沈降法を用いて検討し
た。生化学的な解析については、大腸菌で発
現した B23や NPM3 タンパク質を精製して利
用した。B23 と協調的に働く RNA分子を同定
するために、B23をアフィニティー精製し、
含まれる RNAの同定を行った。また、B23が
特異的に結合する RNA を同定するため、細胞
から調整した全 RNA分子を B23と混合し、B23
と相互作用する RNAを同定した。さらに、B23
が特定的な RNAに相互作用する分子機構を解
析した。 
 
４．研究成果 
（１）B23 の RNA依存的な rRNA 遺伝子発現調
節機構の解明  
これまでの解析から、B23 は核小体に局在
し、rRNA遺伝子の発現を正に制御することが
明らかになっていた。しかし、どのように B23
が核小体にリクルートされるのか、その分子
機構は分かっていなかった。そこで、B23 が
核小体クロマチンにリクルートされる分子
機構の解析を行った。B23 には C 末端が異な
る二つのスプライシングバリアント B23.1お
よび B23.2 が知られている。B23.2 は B23.1
に存在する C末端の RNA結合領域が欠損して
おり、試験管内で RNA 結合活性を持たない。
B23.1 が核小体に局在するのに対して、B23.2
は核質全体に局在することが分かっている。
rRNA 遺伝子への相互作用を調べたところ、
B23.2はほとんど rRNA遺伝子領域にはリクル
ートされないことが明らかになった。また、
B23.1 の RNA 結合活性は、細胞分裂期のリン
酸化によって抑制されることが知られてい
る。リン酸化型の B23.1は核小体クロマチン
にはリクルートされなかった。以上の実験よ
り、B23.1 の核小体クロマチンへのリクルー
トには、その RNA結合活性が重要であること
が示唆された。RNA結合活性を持たない B23.1
変異体は、rRNA遺伝子の転写活性を促進する
ことはできなかった。核小体クロマチンを特
徴づける因子として転写因子 UBFが知られて
いる。UBF は転写にかかわる因子のリクルー
トに関与することから、B23 の核小体クロマ
チンへのリクルートについて UBFの関連性を
調べた。UBF を siRNA によって発現抑制した
細胞では、B23.1 が核小体クロマチンへリク
ルートされなかった。以上の解析から、B23.1
はその RNA結合活性と転写因子 UBFによって、
核小体クロマチンへリクルートされること
が明らかになった。 
（２）B23 の相互作用因子 NPM3 による B23
の機能制御機構の解明 
これまでの解析から B23.1の RNA結合活性
は RNA結合活性を持たない B23.2との複合体
形成によって、抑制されることが明らかにな
っている。他グループの報告から、B23 のフ
ァミリー分子である NPM3 が B23 と相互作用
することが報告されていた。そこで、NPM3の
B23 の機能制御によける役割を検討した。試
験管内における多量体形成の介せ解析を行
った結果、B23.1:NPM3 は 4：1 の複合体を形
成することが示唆された。B23.1-NPM3複合体
の RNA 結合活性は、B23.1 単独の複合体に比
べ著しく抑制されることから、NPM3 は B23.1
の負の制御因子として機能する可能性が示
唆された。B23.1 はヒストンシャペロンとし
ての機能が重要であることが分かっている
が、NPM3は B23.1のヒストンシャペロン活性
にはほとんど影響を与えなかった。B23.1 の
RNA 結合活性は（１）の実験の通り、核小体
クロマチンへのターゲッティングに重要で
ある。FRAP アッセイの結果、NPM3 によって
RNA 結合活性が抑制されると、B23.1 の核小
体滞在時間が有意に短くなった。NPM3の発現
は増殖の活発ながん細胞で多くなる傾向が
みられることから、NPM3の主な機能は B23.1
の局在を制御することで、増殖関連遺伝子の
発現調節にかかわるものと考えられる。また、
B23と NPM3は受精直後にみられる精子核の構
造変換に重要な役割を担っていることが示
唆されていた。しかしながら哺乳類における
精子核構造制御におけるこれらの因子の役
割は明らかではなかった。本研究では、
NPM1-NPM3 複合体がマウス精子核の脱凝縮に
かかわることを、試験管内実験系を利用して
明らかにした。 
 
（３）B23 の RNA 結合特異性の分子レベルで
の解析 
B23 がどのように RNA を認識し、その機能
を発現するのかはほとんど明らかになって
いなかった。そこで、B23 の RNA 認識機構を
検討した。B23 には B23.1、B23.2 のほかに、
機能未知の領域を欠損したスプライシング
バリアントが報告されている。このバリアン
トを B23.3としてその RNA結合活性を検討し
た(図１)。 
図１ B23 スプライシングヴァリアントの構造 
 
その結果、B23.1 が RNA と結合するのに対
して、B23.2 および B23.3 ではその活性が著
しく弱いことが明らかになった。B23.2は RNA
結合領域として知られている領域を欠失し
ているため、その活性が弱い。一方で B23.3
は C 末端（243-294 アミノ酸領域）の RNA 結
合領域を有しており、その RNA結合活性が弱
い理由は不明であった。B23.3 で欠失した領
域（194-232 アミノ酸領域）は塩基性アミノ
酸に富んでおり（塩基性領域）、この領域は
単独で非特異的な RNA結合活性を有していた。
B23 は RNA のどのような構造を認識するのか
は不明であるが、28S rRNAおよび 5.8S rRNA
に親和性が強く、18S rRNAとはほとんど相互
作用しない。一方で、塩基性領域の RNA結合
活性は、非特異的でありこの活性は、分子内
の酸性アミノ酸領域(119-188 アミノ酸領域)
との相互作用によって調節されることが明
らかになった。以上の解析から、B23 タンパ
ク質の RNA 結合活性は、B23 分子に存在する
天然変性領域によって、調節されることが明
らかになった。B23 の RNA 結合活性は、リボ
ソーム生合成の調節に重要な役割を果たし
ており、本研究の成果は細胞増殖制御機構の
一端の解明に貢献する研究である。 
 
（４）B23 と協調的に働く RNA の同定 
 B23 と協調的に働く RNA 分子を同定するた
めに、B23 のアフィニティー精製を行った。
その結果、多くが成熟した rRNA 分子であっ
たことから、B23 は核小体において rRNA分子
と相互作用することが推察された。しかしな
がら、クロマチン制御の活性に rRNA が関与
するかは不明である。さらに B23の RNA結合
特異性を解析するために、細胞内の比較的短
い RNA を調整し、B23 と結合実験を行った結
果、多くの RNAポリメラーゼ IIIで合成され
る RNAが同定された。これらの RNA に共通す
る構造として、二本鎖 RNAを形成する領域が
見出された。現在、B23 が二本鎖 RNA に特異
的に相互作用するのか、詳細な検討を行って
いる。 
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